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L Europa inviste no rural

ACTUACIONS DA SUBMEDIDA M10.2.2 DE CONSERVACION DE RECURSOS XENETICOS NA
AGRICULTURA/CULTIVOS-CASTES AUTOCTONAS 2017

Emprego de marcadores xenéticos moleculares para a selecciéon de parenterais con xenes de
ananismo, e a sua utilizacidn en retrocruces con trigos galegos. 12/15/011/070417/001.

Informe sobre actuacions en 2017

Antecedentes

A recuperaciéon e o uso de variedades locais e/ou tradicionais cada vez é mais importante, ben porque
son variedades que estan totalmente adaptadas o ambiente no que foron desenroladas e porque
constitien una fonte de alelos favorables que poden ser empregados nun futuro na mellora do cultivo. O
problema co que contan estas variedades locais é o seu baixo rendemento se se compara coas variedades
modernas comerciais, co cal os agricultores non as seleccionan para o seu cultivo a pesares de estar
tamén moi en auxe o0 seu uso.

As variedades galegas de trigo empregadas nestes estudo son a Callobre e a Caaveiro, as cales son moi
estimadas no seu uso na panaderia tradicional e responsables de darlle o seu sabor tipico 6 pan galego. O
problema destas duas variedades e que son variedades moi altas, cunha altura media de 145 cm. Existen
no mercado variedades comerciais que posien una talla moito mais baixa o cal obtense a partires da
introducion de xenes de ananismo dentro das mesmas. Estes xenes de ananismo son mutacidns puntuais
do xen xa existente dentro do xenoma pero que dan lugar a proteinas non funcionais ou cuxo
funcionamento é deficiente. No caso do trigo estanse a empregar os xenes chamados Rht (Reduced
height) do cal existen diferentes alelos (diferentes modificacidons dentro dos xenes normais que dan lugar
a fenotipos diferentes). Estes xenes dividense en dous grupos, as GA-independentes e as GA-
dependentes, esta clasificacion faise en relacion a se a mutacion afecta a sinalizacion e/ou resposta a
Xiberelina que é una das principais hormonas relacionadas co crecemento da planta, entre outras
funcidéns. Durante os anos 90 os xenes Rht atopabanse presentes no 80% das variedades de trigo, sendo o
90% dos mesmo os alelos Rht-B1b e Rht-D1b (as letras B e D fan referencia o xenoma no que se
encontran os xenes). Os alelos Rht-X1x contefien mutacidéns nas proteinas DELLA as cales reprimen o
crecemento mediado polo GA.

As variedades comerciais que estan a ser empregadas neste estudo son: Arthur Nick, Nogal, Gazul,
Ingenio e Paledor, procedentes de diversas casas comerciais e debido a isto non se cofiece de forma
publica o alelo ou mutacién que levan para obter a reducién de talla, é por isto que foi necesario a
secuenciacién previa de tddolos parenterais, incluidos as variedades autdctonas Callobre e Caaveiro, co
fin de comparar as secuencias de todas elas.

Por outra banda, e grazas a que os alelos Rht-B1 e Rht-D1 son os mais empregados, realizouse una
revision bibiografica e atopouse que existen de maneira publica secuencias que poden, a priori, ser
empregadas como marcadores e asi poder facer un xenotipado das lifias e dos cruces.
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En 2016 logrouse facer a secuenciacion dos xenes homedlogos Rht-B1 e Rht-D1 dos parenterais donantes,
mediante o desefio de oligonucleotidos cebadores que flanqueaban rexiéns a secuenciar, a amplificacién

dos fragmentos en PCR, a purificacion dos mesmos e a secuenciacion na USC.

Ademais realizouse una seleccidn asistida por marcadores de 35 lifias de retrocruces (BC1 a BC3), que
resultou na eliminacion de 10 lifias nas que non se encontraron os alelos mutantes ananizantes en
ningunha das plantas testadas, e na seleccidn e posterior cruzamento de plantas de 17 lifias onde se
verificou a presenza de Rht1l-Blb ou Rhtl-D1b (mutantes). No caso das 6 lifias procedentes de cruce
INXCV e INXCLL, se verificou que non ten ningun do alelos mutantes estudiados (Rht-B1lb e Rht-D1b),
ainda asi retrocruzdronse varias plantas. Isto amosa a gran dificultade de facer o programa de
retrocruzamentos tan sé tomando datos de altura das plantas retrocruzadas, xa que como puidemos
demostrar leva a erros. Debido o caracter de semidominancia dos xenes Rht, a heterocigosis dos
retrocruces co respecto 6 alelo mutante e a que altura no trigo esta moi influenciada por factores tanto
ambientais como de fertilizacion, e co feito que os xenes Rht mais empregados nas variedades comerciais
s6 reducen a talla nun 30-40%, faise complicado ver se a planta seleccionada leva o alelo mutante de
ananismo.

Seleccion asistida por marcadores en 2017 de plantas de trigo retrocruzadas (Xenotipado dos alelos
Rht-Bla, Rht-B1b, Rht-D1a e Rht-D1b)

Neste ano 2017, elixironse 28 lifias procedentes de espigas retrocruzadas (BC1 a BC4) en febreiro de 2017
ou anteriores. A maioria destas espigas proceden de plantas mais baixas que os parenterais galegos e
testadas positivamente a finais de 2016 para os alelos Rht-B1b ou Rht1-D1b, e produciran a metade das
plantas con Rht ananizante e a outra metade con Rht “wild type”. Pero algunhas espigas procedian de
lifas ainda non testadas para a presencia do alelo Rht ananizante, polo que pode que tefiamos que
eliminar mais lifas de retrocruces no futuro.

As lifias escollidas son as seguintes:

LINA TIPO DE CRUCE | XERACION
MB012-13c1 | PALXCV BC3
MB012-13c6 | PALXCV BC3
MB012-13c7 | PALXxCV BC3
MB012-11b PALXCV BC3
MB012-12a PALXCV BC3
MB012-13b PALXCV BC3
MB012-13d PALXCV BC3
MB007-31b41a | NGxCV BC3
MB007-31b41b | NGxCV BC3
MB010-121b4 | INXCV BC3
MB010-121b6 | INXCV BC3
MB005-25b4 | GZXCV BC3
MB002-46b1 | ANXCV BC3
MB002-143a2 | ANXCV BC4
MB002-143d3 | ANXCV BC4
MB002-143c | ANXCV BC3
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MB030-11a NGxCLL BC2
MB031-1 NGxCLL BC1
MB024-1c2 ANxCLL BC2
MB024-1c1 ANxCLL BC2
MB014-21bla |GZxCLL BC3
MB014-21b1b | GZXCLL BC3
MB014-21a2 GZxCLL BC3
MB 014-21c GZxCLL BC2
MB 017-25b PALxCLL BC2
MB 017-23a3 | PALXCLL BC3
MB017-111b3 | PALXCLL BC4
MB017-23b2 PALxCLL BC3

O primeiro traballo desenvolto foi mostreo de 386 plantas que consistiu na recollida de follas xoves de
cada planta retrocruzada, no estado de 3-4 follas. Neste caso ainda estaban as plantas en alveolo (sen
trasplantar). Se gardaron en conxelador a -209, a espera da extraccion de DNA.

Posteriormente fixose a extraccion de ADN polo protocolo CTAB de Doyle e Doyle, e despois a
cuantificacion do ADN se fixo en NaNoDrop, seguendo as indicaciones do mesmo para cuantificacion de
acidos nucleicos de dobre cadea. Tras a dilucién do ADN, amplificouse en PCR usando os marcadores
para os alelos Rht-B1b e Rht-D1b (Ellis et al., 2002). Con estes marcadores é posible diferenciar se a
planta leva o alelo que causa o ananismo o se polo contrario a planta sé leva o alelo normal (Rht-Bla e
Rht-D1a).

O ultimo paso foi a utilizacién de xeles de agarosa para diferenciar as distintas secuencias por medio da
distinta migracion das bandas no xel.

Das andlises de 2016 puidemos ver que os parenterais Nogal e Arthur Nick levan a mutaciéon Rht-Blb
(Figura 1) e os parenterais Gazul e Paledor levan a mutaciéon Rht-D1b (Figura 2). Mentres que non
puidemos determinar a mutacién que leva Ingenio, o que si puidemos comprobar e que non é nin Rht-
B1b nin Rht-D1b.

As anadlises de 2017 das plantas retrocruzadas (BC1 a BC4) estan rematadas, e s6 queda o seu estudo final
detallado, para seleccionar aquelas plantas que levan en heterozigose os alelos Rht-B1b ou Rht-D1b, e
gue seran empregadas para o seguinte retrocruzamento en febreiro de 2018 coas variedades Callobre e
Caaveiro.

Rht-Bla Rht-B1b
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cll cv NG AN GZ IN PAL 5.1 S§2 S.3.C|| CV NG AN GZ IN PAL 51 52 53

Figura 1. Marcadores para Rht-B1. Os signos (+/-) indican se existe amplificaciéon ou non. As mostras S.1, S.2 e S.3
corresponden a heterozigotos BC2.
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Rht-D1b - .

Figura 2. Marcadores para Rht-D1.
Secuenciacion en 2017 dos xenes homeodlogos Rht-B1 e Rht-D1

Por unha banda, debido 4 complexidade do desefio de primers, e a mellora e adaptacidén a cada secuencia
das condiciones de PCR e secuenciacién, foi necesario a repeticion de diversas reacciones de
secuenciacién. Despois da primeira tanda de secuenciacion amosouse a presencia de dobres secuencias
gue indican que os primers e fragmentos derivan de dous copias, isto se debe a que posiblemente os
primers estan amplificando @ vez dos xenes (por ser as secuencias moi similares), o cal fixo que se
modificasen as condiciones de PCR, purificacion e secuenciacidn para tratar de evitar estes problemas.

Por outra banda, para confirmar que os xenes responsables da reducidon de talla nas lifias galegas tefien a
mesma secuencia que os de referencia se mandaron a secuenciar. Para iso foi necesaria a amplificacién
do xen por fragmentos, posterior secuenciacion de estes fragmentos e o seu ensamblaxe.

Neste caso a complexidade radica en que os ditos xenes mantefien unha homoloxia moi alta nos tres
xenomas que posule o trigo (A,B y D) co que no proceso de desefio de primers se tivo que ter en conta
facelo nas rexiéns nas que difiren. As secuencias de referencia para os xenes Rht son de dominio publico
e se usaron para o desefio dos primers.

Una vez recibidos os resultados da secuenciacién se esta levando a cabo o ensamblaxe dos fragmentos co
fin de reconstruir a secuencia completa dos xenes nas lifias galegas.

Nas figuras 3 e 4 (paxina seguinte) mostrase unhas fotos de bandas de fragmentos de amplificacién de
xenes Rht-B y Rht-D.

O Investigador O Director do CIAM

Luis Urquijo Zamora Manuel Lépez Luaces

Abegondo, 05 de novembro de 2017
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Figuras 3 e 4. Fragmentos para secuenciacién de genes RhtB, RhtD

B1-1 B1-2 B1-3 B1-A o B1-5
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